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清 水 美 保
糖尿病性腎症 の 糸球体硬化 の 進展過程 , な ら び に血管内皮細胞 の 障害 に お ける マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ
(m atrix m etallopr otein a s e s, M M P) の 関与を明 らか にす る目的で , 自然発症 イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病 モ デ ル ラ ッ トで ある
Ots ukaI･O ng-Ev a n sToku shim aFatty(O L E TF)ラ ッ トを用 い て M M P-2 の 発現 , 活性化 と, そ の 活性化酵素で ある膜型 マ トリ
ッ ク ス メ タ ロ ブロ チ ア ー ゼ Nl(m e mbr an e-ty Pe l M M P, M Tl-M MP) の 発現を検討 し た . O L m ラッ トお よ び対照 ラ ッ トで あ
るLong-Evan SToku shim aOts uka(u 汀0) ラ ッ ト に30m g/kgの モ ノ ク ロ タ 1) ン (m o n o c rotalin e, M C T) を36週齢 より4週毎に
3回投与 した群(M C T群)と, 同量 の 生理 食塩水 の みを投与 した群(生食群)の 計4群を作製 し50週齢ま で観察 した . O L E T F生
食群の 尿ア ル ブ ミ ン排 泄量は , 36週, 46過 , 5 0過 の い ず れの 週齢 にお い て もLETO 生食群 に比 し有意 に増加 して い た . 組織
学的に O L E T F生食群 の 糸球体硬化 ス コ ア は, 40週齢, 50過齢 と もL E T O 生食群 に比 し有意 に増加 して い た . M C T群 に お い
て 糸球体硬化ス コ ア は , L E T O ラッ ト で は差 を認め なか っ た が , O LE T F ラッ トで は経時的に有意な増加を示 し, 50週齢 で は
O LE T F生食群 と比較 して も有意 に増加 して い た . 加 えて O L E T F･ M C T群で は, メ サ ン ギ ウム 融解 と糸球体係蹄内皮細胞 の
腫大を認め , 一 部の 糸球体 には 結節類似病変を認 め た. 免疫組織化学的検討 で は , O LE T F ラッ トの M M P-2お よ び M T l_M M P
蛋白は メ サ ン ギ ウム 基質増生部の メ サ ン ギ ウ ム細胞を中心 に発現 して お り, メ サ ン ギ ウ ム 基質 の 増生が高度 の 糸球体 で より強
い 発現を認 め た . また , O L E T F･ M C T群 に お い て は, 係蹄上皮細胞 にもM M P-2, M T l-M M Pの 発現を認め た . ゼ ラチ ンを
基質 と した ザ イ モ グラ ム の 検 討で は , 糸球体培養上清中 に68k Da, 72k Daに 加え活性型 M M P-2 である62k Daの バ ン ドを認 め,
50週齢にお ける その 酵素活性 ほ , L E T O生食群 と比 べ て , L E T O･ M C T群で 2.3倍 , O L E T F生食群で 4.8倍, O L E T F･ M C T
群で5･5倍 に克進 して い た . さ ら に組織内酵素活性検出法で は , 50週齢 の OL ET F･ M C T群で メ サ ン ギ ウ ム 領域 に M M P活性
を認め た ･ 糸球体 より摘出 した 全R N Aを用 い た逆転写- ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(reve rs etr an s criptio n-P C R, R T･P C R) 法に よ る
M M P-2, M T l-M M P, M M P阻害因子 仕is su einhibito r of M M P,TI M P)-2 お よ びフ ァ イ ブ ロ ネタ テ ン 遺伝子発現の 検討で は, 50
過齢 の L m
､
0 ･ M C T群, O L E T F生 食群 , O L E T F･ M C T群で , L E T O 生食群 に比 し MM P-2 はそ れ ぞ れ15.8倍 , 2.8倍 , 18.1
倍, M T l- M M P は1･9倍, 1.1倍, 2.8倍で 発現 して い た. ま たTI M P-2 はそ れ ぞ れ1.4倍 , 1.1倍 , 2.2凰 フ ァ イ ブ ロ ネ クテ ン は
2･2倍, 2･2イ乱 3-0倍 で 発現 して い た . 以上 の 結果 より, M M P-2, M T l-M M P は糖尿病性腎症 の 糸球体硬化 の 進展過程な ら び
に血管内皮細胞 の 障害時に糸球体に お い て 産生お よ び活性化 さ れ て い る こ と が 示され , M M P, TIM P と糸球体 E C M成分の 発
現の 変化 が , 糖尿病性腎症 の 糸球体 E C Mの 修復過程 におい て 重要な役割を演 じて い る こ とが 示唆 さ れ た.
E ky w o rds diabetic n ephropathy, glo m e rulo scle ro si , m atrix m etalloprotein as e-2, m embr an e-ty pe
l m atrix m etallopr otein as e, n Odularle sio n
糸球体基底膜 鹿lo m er ula rba se m e nt m e mbra ne, G BM) お よ
び メ サ ン ギ ウ ム 基 質か ら成 る糸球体細胞外基質(e xtr a c ellular
m atrix
,
E C M) は 糸球体の 構築な ら び に 選択的透過性な ど の 機
能 の維持の 他 に, イ ン テ グリ ン 等を介する細胞と の 接着にもと
づ く細胞内 シ グ ナ ル伝達物質の活性化や増殖因子を局所 に貯蔵
す る こ と に よ っ て, 細胞の 増殖, 分化や 発生, 形態形成な ど の
制御 にも重要な役割を果 た して い る こ上 が 推測 され て い る 1)2).
正 常状 態で は E C M はそ の 産 生 と分解 の バ ラ ン ス が 厳密 に制御
さ れ て い る が , こ の バ ラ ン ス に 破綻 が 生 ず る こ と に よ り ,
G B Mの 破壊 や メ サ ン ギ ウ ム 融解 と い っ た E C Mの 破壊性病変 が
起 こ り, 一 方 で は 慢性腎障害 に伴 い E C M が蓄積 し糸球体硬化




糖尿 病性腎症 は組織学的に糸球体 G B Mの 肥厚 と メ サ ン ギ ウ
ム 基 質の 増加を特徴と し, こ れら の E C M は腎症 の 進展と とも
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Abbr eviatio n s: A G E
,
adv an cedglyc atio n endpr odu cts;E C M, e Xtr aC ellularm atrix; G A P D H, glyc er aldehyde-3-
Phosphate dehydr oge n as e; G B M, glo m e rularbase m ent m e mbran e;I G F,in s ulin-1ike gr o wth fa ctor; M M P, m atrix
m etalloprotein a se; M TJM M P, m e mbran e-ty Pe m atrix m etallopr6tein a se; M C T, m O n O C r Otalin e; NID D M, n O n-in sulin-
糖尿病性腎症に お ける M M P-2, M Tl-M M P発現
に増加する の み な らず, そ の 構成成分が変化す る こ とが 知 られ
てい る
3)
. 糖尿 病性腎症 の 進展機序 に は , ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅲ ,
エ ン ドセ リ ン ー1, プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン , キ ニ ン , 心房性ナ トリ
ウ ム 利尿 ペ プチ ド, 一 酸化窒素 な どの 血 管作動性物質 に よ る糸
球体高血圧 な ら び に過剰櫨過を伴 っ た血行動態異常 ;高血糖 に
よ る終末糖化産物 (adv a n c ed glyc atio n e ndpr odu cts, A G E), ポ
リ オ ー ル 代 謝経路 , プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cな どの 代 謝性 の 異
常 ; およ び 高血糖 に よ る 形質変換成長因子 (tr a n sfo r ming
growth fa cto r, T GF)- P, 血小板由来成長因子 blatelet-deriv ed
gr owth fa cto r, P D G F), イ ン ス リ ン 様 成長因子 (insulin -1ike
gro wth
L




こ れ ら の 異常 は メ サ ン ギ ウ ム細胞 の 増殖 と形質
変化を誘導 し, ECM 産生を克進す る こ と に より , び まん 性硬
化 を形成す る と考え られ て い る.
一 方 , 結節性硬化 は , 過 ヨ ウ
素酸メ セ ナ ミ ン銀 染色 beriodic acidsilv e r m ethe n amin e, P A M)
浪染性で不規則な網状構造 を示 し, お もに Ⅳ型膠原線椎 の 増生
に より形成 さ れ る Ⅰ 型結節 と , P A M淡染性 の類同心円層状構
造を示 し, 主 と して Ⅵ型膠原線推 の 増生 に より形成さ れ る Ⅱ 型
結節 の 2型が存在す る. Ⅰ型結節 はびま ん性病変 が係蹄末梢部
で増生す る こ とに より形成され, Ⅱ 型結節は メ サ ン ギ ウム 融解
に より褒状 に拡大 した係蹄 の 再構築過程 で形成 され る こ と が 臨
床例 の 解析 に よ り指摘 さ れ て い る が , そ の 分子機構は十分 には
解明 さ れ て い な い 6)
～
9)
. と こ ろ で , Ots uka Lo ng-Ev a n s
Toku shim a Fatty(O L F T F) ラ ッ トは , 自然発症イ ン ス リ ン 非依
存型糖尿柄 (n o n-in sulin-depe nde nt diabete s m ellitu s, NI D D M)
の モ デ ル 動物で , 肥満, 高イ ン ス リ ン 血症を伴 い , 遅発性 の 高
血 糖を生じる ヒ トN ID D M と極め て 近 い 病態 を示す
10)
. 加 えて,
そ の 腎組織病変 と糸球体E C M成分 の変化 は ヒ ト糖尿病性腎症
に認 め ら れ る 変化 と類似 して おり , 糖 尿病性 腎症 に お け る
E C M代謝を検討するうえで有用 なモ デ ル と考えら れ て い る1
1)12)
か か る E C M代謝 にお い て 注目 され て い る マ トリ ッ ク ス メ タ
ロ ブ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etallopr otein a s e, M M P)-2 は主と して
メ サ ン ギ ウ ム 細胞 か ら分泌 さ れ , 糸球体 E C Mの 主要成分 であ
る Ⅳ型膠原線推 , ラ ミ ニ ン , フ ァ イ ブ ロ ネ クチ ン 等の 分解 に中
心的な役割を果た して い る
13)
. M M P-2 は他 の M M P と同様 に酵
素活性 を持 たな い 潜在型 M M P と して産生 さ れ , そ の 活 性は
M M P阻害因子 (tiss u einhibito r of m etalloproteina se, TIM P) に
よ っ て 阻害 され る
14)
. M M P-2 は他 の 潜在型M M P と は異なる特
殊な活性化機構を有 して お り, セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼで は活性化
さ れ ず , 膜型 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ (m e mbr a n e
type-M M P, M T-M M P)に よ り活性化 され る こ と が 知 られ て い
る15)
. 現 在まで 5種類の M T-M M P(M T l, 2, 3, 4, 5-M M P)
が 同定 さ れ てお り , M T 4- M M P 以外 は M M P-2活性化能 を有す
る こ と が知 ら れ て い る16). 特 に M Tl-M M P は細胞膜表面 で の 活
性化機構が 明ら か に され て い る が
17)
, 糸球体 E C M代謝 に お け
る役割 は未 だ不明であ る.
そ こ で 本研究で は , 糖尿病性腎症の び ま ん性糸球体硬化と結
節性病変 の 形成 に お ける M M P-2と M T l- M M Pの 役割を解明す
る目的で , 血 管内皮細胞障害作用を有す る こ と が 知 られ て い る
モ ノ ク ロ タ リ ン (m onoc rotalin e, M C T)
1B)を O LE T F ラッ ト に投
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与 して メ サ ン ギ ウ ム融解を惹起す る こ と に より結節性痛変の 作
製を試み , そ の 過程 における M M P-2の 発現 , 晴性 化 と MTl-
M M Pの 発現を検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ. 実験プロ トコ ー ル
36週齢 の 雄性 O L E T F ラッ トと , 村 照と して 週齢 の 一 致 した
Long-Ev an$Toku shim aOtsuka(L E T O) ラ ッ トを用い た (大塚製
薬 (株)徳島研究所 より供与). M C T(Sigm a, St. Louis, U S A)を
1 N H Cl, 1 N NaO Hお よび 蒸留水を用い て 2 %溶液に調整 し
18)
,
3 0m g/kgをL E T O お よ び O L E T Fの 肩甲岡部 に36週齢より4週
毎 に3回皮下注射した群(以下, M C T群)と, 同量の 生理食塩
水の み を3回投与 した群 (以下, 生食群) の計4群(O L E T F･
M C T群 , O L E T F 生食群, LE TO ･ M C T群 , L E T O生食群)を
作製した. 同様の 実験を2回行 い , 各群18匹, 8匹, 11匹, 10
匹 と し ,1 0 L E T F･ M C T群 は 4 0, 44, 4 6お よ び 5 0週齢 ,
O L E T F 生食群, u 汀 0■ M C T群 , u 汀0生食群 は40 お よ び50
週齢 に ジ エ チ ル エ ー テ ル 吸入麻酔下 に, 生理食塩水50ml お よ
び R P M I 1640(Gibc o, Ne wYork, U S A)10mlで腎を海流 した の
ち摘出 し, 組織学的検査お よび糸球体精製に供 した .
Ⅰ . 尿 ア ル ブミ ンの測定
36, 46 お よ び50週齢 に代謝 ゲ ー ジ に て2 4時間蓄尿 した 尿の
一 部を用 い て200× g, 5分間, 室温で 遠心 し細胞成分を除去 し
た 後 , 上 清を-4 0℃ で 測定まで 保存 し た . 測 定 は E LIS A法
即ephr at, Ex o c ell,In c. , P hiladelphia, US A) にて 布 い , 一 日尿 ア
ル ブミ ン排泄量 と して表した .
Ⅱ . 病 理学的横査
1. 光学顕微鏡的観察
腎組織を10 % リン酸緩衝ホ ル マ リ ン bH 7.2) にて 固定衡 4
〃 m の パ ラ フ ィ ン 切 片を作製 し, 過 ヨ ウ 素 酸 シ ツ フ 染 色
beriodic a cid Schi耳, PA S), P A Mの 各染色を施行 した. 光顕観
察 に お い て, m S陽性物質に よ る メ サ ン ギ ウ ム 領域 の 拡大を糸
球体硬化 と定義 し, 糸球体硬化 の 程度を半定量化 した. すな わ
ち糸球体 に ほ と ん ど変化が認め られ な い もの , 糸球体 の 一 部に
P A S陽性城 の 拡大が認め ら れ る もの , 糸球体全般 に m S陽性域
の 拡大が認め られ る もの , P AS陽性域が拡大 して係蹄末梢部 に
達 し血管腔の 狭小化 を伴うもの , 硬化お よ び硝子化糸球軋 を
それ ぞ れ 0, 1, 2, 3, 4度と ス コ ア化 し, 20個以 上 の 糸球体を
観察の 上 , 同一一 ス コ ア の 糸 球体数を そ れ ぞ れ N O, N l, N 2,
N 3, N 4 と し, 以 下 の 計算式 にて各群の 糸球体硬化 ス コ ア を得
た 即 . 糸球体硬化 ス コ ア = 【(0× N O+ 1× N l+ 2 × N 2+3 ×
N 3+ 4× N 4)/(N O+ N l+ N 2+ N 3+ N 4)】×100
2. 免疫組織染色
腎組織の 一 部を ドライ ア イ ス ･ ア セ ト ン で 冷却 した n - ヘ キサ
ン に よ り凍結後, ク リ オ ス タ ッ トTissue⊥Tek シス テ ム (M ile s,
Nape rville, U S A) に より6/上 m に 薄切 した ･ ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ
ト にて ラ ッ ト M M P-2 およ び M T l-M MP に対す る交差反応性が
確認 され て い る抗 ヒ トM M P-2 マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体(42-
5 D ll, 富士薬品工業, 高岡) お よ び抗 ヒ トM T l-M M Pマ ウ ス モ
depe nde nt diabetes m ellitu s;P A M, periodic acidsilv e r m ethe na min e;P AS, Periodic acid SchifE;P D G F, platelet
-
deriv ed gro wth fa ctor; R T｣PCR, r e V e r S etr a n SC riptio n-P C R;TI M P, tiss u einhibito r of m etallopr otein a se;T G F,
tra n sfor ming gro wth factor
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ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (113-5B 7, 富士薬品工業)を周 い た 間接 ア ビ
テ ン ー ビ オテ ン ア ル カ1) フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ法 (Ve cta stain A B C A P
kit, Ve cto rLab, Bu rliga m e, U S A) に よ る 免疫組織染色 に て ,
M M P-2, M Tl- M M Pの 腎組織 に お ける発現を検討 した . な お ,
内因性 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ活性は レ バ ミゾ ー ル 添加 に よ
り阻害した .
3. 電子顕微鏡的観察
腎組織の 一 部を2.5% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドに て前固定 し, 4%
オ ス ミ ウ ム 酸 に て 後固定 した 後, エ ポ ッ ク 812(応研商事, 束
京) に包塩 し薄切 し た. 酢酸 ウラ ニ ー ル , ク エ ン 酸鉛 に より二
重染色 した 後, 電子顕微鏡(日立 H 600型, 東京)で観察 し た.
Ⅳ . 摘出腎か ら の糸球体精製お よび培養
摘出腎か ら腎皮質の み を分離後細片と し, 250, 1 50, 106/J
m の ふ る い を用 い た シ ー ビ ン グ法19)に より糸球体を採取 した .
959乙以上 に純化さ れ た 単離糸球体を , ペ ニ シ リ ン (Gibc o)
100 U/ml, ス ト レ プ ト マ イ シ ン (Gibc o)10 U/ml およ び0.2% ラ
ク トア ル ブ ミ ン (Sigma)を含む2mlの R P M I1640無血清培地で
培養 した. 糸球体数 は3× 10ソml と し, 24時 間後 に培養上帝を
得た .
Ⅴ
. ザ イ モ グラ ム な らび に組織内酵素活性検出法で の M M P
酵素活性 の評価
M M Pの 分子量お よ び 産生量 は ゼ ラチ ン の 消化活性で示すザ
イ モ グ ラム で 評価 した . ゼ ラ チ ン (Sigm a)0.8m g/mlを含む8%
ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル を用い , 培養上清 を非還元状態 に て電
気泳動を施行 した 20). 泳動後 の ゲ ル は, 2.5%の トリ ト ン Ⅹ1 00
を含むTris･NaCl-Ca Cr N C) 棲衝液1【50m M Tr is- H Cl(pH 7.4),
0･15 M NaCl, 10m M CaC12, 1pM ZnC12, 0.02 % Na 3] で30分間,
2回洗浄 した後 , T N C緩衝液1 で 37 ℃ で 24時間培養 し, ゼ ラ チ
ン を消化さ せ た . ゲ ル はク マ シ ー プリ リ ア ン トブ ル ー で染色 し
た後, 脱色 し, ゼ ラチ ン 消化 バ ン ドと して 表出 させ , ザ イ モ グ
ラム と した
21)
. 各バ ン ドの ゼ ラ チ ン 分解能を画像解析用 プ ロ グ
ラム NI H Im agel.56を周い て解析 し, そ れぞ れ の 輝度を定量化
した . な お , 泳動時の 分子量標準試薬 はPr e stain ed S D S-P A G E
Standards Lew Ra nge(Bio-Rad,Richm ond, U S A)を用い た .
組織内で の M M P酵素活性 の検出は Okadaら 2 2)の 方法に基づ
い て行 っ た . 酵 素基質と して , M M P-2に より切断さ れ る と青
色蛍光を発す る合成 ペ プ チ ドN F Fq2 (M O C AcrArg-ProT k s-Pr o-
TyrA laqNv aJrrp-M e♭Iqs(Dnp)-N H2) (ペ プチ ド研究所, 大 阪)を
用い た23). 上 記基質を ジメ チ ル ス ル ホ キ シ ド(Sigm a) に溶解 し
1mM とした後, T N C横衝液2【50m M Tris-H Cl(pH 7.4), 0.15 M
NaCl, 10m M CaC12, 0.02% NaN3, 0.0 5% Brij35], 2mM ア ミ ノ
フ ユ ニ ル 酢酸水銀(Sigm a)を加え, 最終500fLM , 全量20FLl に
Tablel･ Prim ers us edforRT-PCR an alysis
調 整 した . 凍 結切片 上 で , 3 7℃48時間反応 させ た後 , 蛍光顕
微鏡 (オ リ ン パ ス A X-8 0, 東京)を用 い て , U-M W U帯域 フ ィ ル
タ ー を通 して観察 した .
Ⅵ . 糸球 体内 M M P-2, M T l-M M P, T IM P-2, フ ァ イ ブロ
ネ ク チ ン m R N A発現
1. プライ マ ー
ラ ッ トM M P-2, M T l-M M P, TI M P-2, フ ァ イ ブ ロ ネ タテ ン
お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ドー 3一 リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
(glyc e r aldehyde-3-Pho sphate-dehydr oge n as e, G A P D H) の 各
CD N A塩基配列 より , 表1 に示すオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ライ マ
ー を設計 し, 実験 に供 した .
2. 逆転写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(re v e rs etr an S Criptio n-P C R,
R T ゼC R)法
単離糸球体 より仝 R N Aを グ ア ニ ジ ン ー フ ェ ノ ー ル 法
24)に よ っ
て 抽出 し, R T-P C R法 にて M MP-2, M T l- M M P, TI M P-2, フ ァ
イ ブ ロ ネ ク チ ン の 遺伝子発現 を半定量化 した . m しP C R法 に は
R N A P C R キッ ト 仏M V) Ve r.2.1(宝 酒造, 京都)を用 い た . ま
ず ラ ン ダム ヘ キサ マ ー を 上 流 プライ マ ー と した逆転写酵素反応
を行 い , CD N Aを合成 した . すな わち, 1FLg の 総 R N A を鋳型
と して逆転写酵素 に て cD N A を合成 し, 次 に各 m R N A に特異的
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Fig･ 1･ Urin a ry albu min e x c retio n. Results fro m saline-inje cted
L E T Or ats(△), M C T inje cted LE T Or ats(▲), Salin e-inje cted
O L E T Fr ats(○), a nd M C T-inje cted O L E T Fr ats(◎) a r e
Sho w n. Urin a ry albu min e x cr etio n signi五ca ntlyin c re a s ed in
Salin e-inje cted O L E T Fr ats c o mpar ed with s alin e-inje cted
L E T Or ats, butdidn ot cha nge by theinje ctio n of M C T.
★
p<0.01v s. salin e-inje cted L E T Oratsbyo n e-fa cto rA N O V A.
Ge n e sen sepn m ers Anti-S en S ePn m erS Produ ct siz e
ラ ッ トM MP-2 5.-G T CTT C C CC T C A CT TTCCTG_3･
ラ ッ トM Tl- MM P 5
一
-GACTG AG A TCA AG G C CA A TG_3･
ラ ッ トTIMP-2 5一-C CAAAG CAGTGAG C GAGAA G G A_3･
ラ ッ ト フ ァ イブ ロ ネク テ ン 5一-A GATC A AGG C C AA TG_3･
ラ ッ トGAPD H 5一-CAGAACATCATC C CTG CA TC C_3･
5
.
-C G GA AGT TCT TG GTGT AG G T G-3
●
2 4 8 bp
5
.
-TGTCA TT C C CA T T T AG TC C-3
,
398bp
5'-CAG GA AGGGAT GTC A A AG CT G G-3
-
206bp





- CAC CC TGT TG C T GT AG C CA T A≠3.
一
363bp
糖尿病性腎症 にお ける M M P-2, M T l- M M P発現
を行 っ た . P C R反応 は, 熱変性 を94 ℃ で 1分間, ア ニ
ー
リ ン グ
を55 ℃で 1分間, D N Aの 伸長 を72℃で 1分間と し, これ を1 サ
イ ク ル と して M M P-2 は40 サ イ クル , M T l-M M P は40 サ イ クル ,
TI MP-2 は35 サイ ク ル , フ ァ イ ブ ロ ネク チ ン は35 サ イ クル で 行
っ た . 得 られ たP C R産物 は2%ア ガ ロ
ー ス ゲ ル に て 電気泳動 し,
ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て 染色後, 塩 基村数 の 確認を行 っ た .
さ ら に各バ ン ドの 輝 度をN IH Im age l.56を用 い て画像解析 し,
35 サ イ クル で増幅 した G A P D Hを対照 と して 半定量化 した .
Ⅶ. 統計処理
各群間の 比較は 一 元配置分散分析 お よ び クラ ス カ ル ･ ワ ー リ
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ス 順位和検定で行 っ た . 危険率 b) が0.05以下 をも っ て有意差
と判定し た. なお , 数値は平均 ± 標準誤差 で示 し た.
成 績
Ⅰ. 尿 ア ル ブミ ン排泄量
皿 0生食群の 尿 ア ル ブ ミ ン 排泄量は , 3 6週齢 1.5士0.5mg/
日, 46週齢 1.2± 0.1m g/日 , 50週齢 1.0± 0.3m g/日で あ っ た .
O L E T F 生食群 の 尿 ア ル ブ ミ ン 排 泄量 は , 36過 齢 86.6 ±
3 0.6m g/日 , 4 6週 齢 15 5.0± 22.7m g/日 , 50週齢 1 12･0 ±
16.4mg/日 と , い ずれの 週齢に お い て もL E T O生食群 より有意
Fig. 2. Light mic rographs of the re n altis sue s･ Histopathologic ale x amin atio n w asperform ed u sing re naltis s u e s obtain ed 血
･
O m a Salin e-
irde cted LE T Orat( 鳳M CTlinje cted LE T Or at(B), Salin e
-inje cted O L E TFrat(C), and M C T inje cted O LE T Frat(D･ E) atthe age of 50
w e eks. M e sa ngialexp an Sio n w a s n ots ee nin L E T Or ats 仏, B)･ T nein cr eas eof m es a ngiale xpa n sio n w a s evi de ntin asalin e
-inje cted
O LE T Fr at(C). M e s angi01ysis(D)a nd difhs eglo m e rulo scle ro si a ss o ciated wi thn odular m e sa ngiale xpan sio n(E)res e mblinghu m an
diabetic n odular1e sio n w e r e s e enin aM C Tinje cted O L mr at. A, B,C, D,P A Mstain;E,P A Sstain･ Scalebarindic ates20FLm ･
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に 増加 して い た (い ず れ もp<0.0 1).
一 方 , L E T O･ M C T群 の
尿 ア ル ブ ミ ン 排泄量 は , 36週齢 5.1 ±1.1mg/日, 46週齢 1.3±
0.2mg/日 , 50週齢 0.8 ±0.3m g/日で あり, u 汀0生食群 と の 間
に差を認 め な か っ た . O LE T F･ M C T群 の 尿 ア ル ブ ミ ン排泄量
も, 3 6週齢 68.4± 16.4皿 g/日 , 46適齢 112.4± 13.5皿 g/日 , 50
週 齢 106.8± 13.2m g/日 と, い ずれ の 週齢に お い て もO u rIT 生
食群と の 間に差を認 めなか っ た(図1).
Ⅰ
. 組織所見
L E T O ラッ トで は 生 食群, M C T群と もに組織学的変化を認 め
なか っ た (囲2A, 図2 B). 一 方 , 生食群の O L m T ラッ トで は メ
サ ン ギウ ム 基 質の 拡大 が顕著となり(図2C), M C T群 の O LE T F
ラ ッ トで は , メ サ ン ギ ウム 基質の 増生 に加えて , メ サ ン ギ ウ ム
融解(図2D)と糸球体係蹄内皮細胞 の 脛大を認 め(図3), 一 部 の
糸球体に は結節煩似病変を認 め た (図2E). これ を 糸球体硬化
ス コ アで 検討す る と , L E T O生食群で は40週齢 13.3±3.3, 50
週齢 2.9±1.8で あっ た . O L m 生食群 の 糸球体硬化ス コ ア は ,
4 0週齢 166.7士 23.3, 50過齢 154.0± 28.4と , い ずれ の 週齢に
お い て も L E T O生食群 より有意 に増加 し て い た (い ず れ も
p<0.01).
～ 方 , L E T O･ M C T群 の 糸球体硬化ス コ ア は, 40週
齢 27.5 ±11. , 50週齢 8.6 ±4.6 であり, u 汀 0 生食群 と の 間に
差を認 めなか っ た の に村 し, O L E T F･ M C T群の 糸球体硬化 ス
コ ア は , 4 0週齢 1 40. ± 17.3, 4 4適 齢 1 60. ± 4.1, 4 6週齢
2 05.0 ±18.5, 50週齢 219.3士 6.0と経時的 に有意な増加を示 し
(p<0.05), 5 0週齢 で は O L E T F 生食群と比乾 して も有意 に増加
して い た b<0.01)(園4).
Ⅱ . 免疫 組織染色
50適齢 の糸球体内で の M M P-2蛋 白とM Tl-M M P蛋白 の 発現
Fig. 3. Repre s e ntativ e ele ctr on mic rograph ofthe glo meru1i.
Ele ctr o n mic r ogr aphic al a n alysis w a spe rfo r m ed o nthe
glo m e ruli fro m aM C T inje cted O LE T Frat atthe age of 50
W e eks･ Sc alebarindicate sO･5FLm .
を免疫組織化学的 に評価 した . u 汀0生食群, u 汀0･ M C T群
で は , メ サ ン ギ ウ ム 領域 に 軽微な M M P-2, M T l-M M Pの 発現
を認め た . O L E T F生食群 で は , 増生 し た メ サ ン ギ ウム 基 質部
の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞を中心 に M MP-2, M T l- M MP発現 の 増加
を認 め , こ れ ら は メ サ ン ギ ウム 基質の 増生が高度 の 糸球体 で よ
り強く発現 して い た . O L E T F･ MCT群 で は , メ サ ン ギ ウ ム 基
質増生部位 に お ける M M P-2, M Tl- M M P の発現 が さ ら に増加
し, 分節状 の 硬化性病変 を認 め る糸球体 にお い て は分節状硬化
部 にも発現 が認め ら れ た . さ ら に O L m
､
F ･ M C T群 で は , メ サ
ン ギ ウ ム 領 域 に加え て係蹄上皮細胞 にも M M P-2, M T l- M M P
の 発現を認 め た (図5A, 国5 B).
Ⅳ . M M P のザイ モ グラム なら びに組織内酵素活性検出
ザイ モ グ ラ ム を用 い た M M Pの 解析で は , L E T O 生食群 の 糸球
体培養 上宿 に お い て , そ れ ぞ れ 中間型 M M P-2, 滞在型 M M PM2
に 相 当す る 6 8 k Da, 7 2 k Da に 加 え て 活性 型 M M P-2 であ る
62 k Da の 酵素活性を認 め た (図6 A). これ ら62, 68, 72 k Daの
バ ン ドは
,
L E T O生食群 に比 しL E TO ･ M C T群 で それ ぞ れ2.3
倍 , 2.3倍 , 3.8倍 , O L E T F 生食群 で 4.8倍 , 2.7倍 , 4.6倍 ,
O L E T F･ M C T群で 5.5倍 , 3.1倍 , 6.3倍 の 発 現を認 め た (図
6 B). 組 織 内酵素活性検 出法 で は , M M Pの 酵 素活性 を ,
O u 汀 F･ M C T群 にお い て メ サ ン ギウ ム領域 に認 め た (囲7).
Ⅴ . 糸球体内 M M P- 2, M T l- M M P, TI M P-2, フ ァ イ ブロ
ネク テ ン m R N A発現 の検討
R TLP C R に よ る M M P-2, M T l- M M P, TI M P-2, フ ァ イブ ロ ネ
ク テ ン m R N Aの 発現を図 8 A に示 し た . 各 レ ー ン に お ける
G A P D Hと の 比 に よ り半定量化す る と , L E T O 生食群 に比 し,
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Fig. 4. T he glo m e ru1a r m atrix s c o re. Exp anded e xtra c ellular
matrixin m e s angialare aw ass emiqu antitativelydete r min edin
ea ch gro up ofrats a sglo m e ru1ar m atrix s c o re. Re s ults fro m
Saline-injected L F r Or ats(△), M C T inje cted u 王T Or ats(▲),
Saline-in5e cted O L E T Fr ats(○), a nd M C T･咄 e cted O L E T F
r ats(◎)a re sho w n. Glo m e rula r m atrix sc o re signiBc a ntly
in c re a sed in salin erinje cted O u 汀Frats c o mpar ed wi thsalin e-
inje cted L E T Or ats. T heirje ctio n of M C Tafte rthe age of 36
W e eks m arkedlyin c r e a s ed the glo m e r ula r m atrix s c o r ein
O L E T Fr ats c o mpar ed with s alin e-inje cted O LE Wrats at the
age of 5 0w e eks .
*
p<0,0 1v s. s alin e-inje cted L E T Or ats;
★★
p<0.01v s. salin e-inje cted O u 珊ratsby Kru Skal-Wallis ra nk
te st.
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Fig. 5. Im m u n ohisto chemic al lo calizatio n of M M P
-2 and M T l- M M Pproteinin a M C
r
Ilinjected OLE T Fr atatthe age of 50w e eks･
Im m u nohisto che micalanalyse s w e rep rfor m ed a sde s cri bed in Materi alaJld Methods u sing andqM MP-2(朗 and anti-M T l-M M P(B)
m u rin e m o n od n al antibodie s. M M P-2 and M T l･M M Pproteinw e re observ ed in the m e sa ngialc ells of the expanded m e s angiala re a s
(arr o w s) and theglo m e ru1ar Visc e ralepithelialc ells(a sterisks). Scalebarindicated 20FLm .
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L ET O L E TO OL E T FO LE T F
+ S aヨine +M C T+$aline +MCT
Fig. 6. Gelatin olytic a ctivity of M M P･2. Co nditio n ed m edia
obtain ed血
･
O mis olatedglo m e ru1i 蝕･O m e a血 gro up ofrats atthe
age of 50w e eks cultu red for24hrin se ru m
-&e eR P M I 1640
wa s sub3ected to gela血 zym ography. (朗Polyac rYlamide gel
c o ntaining gelatinshow n ar erepre Sentativ e ofele ctrophore sis
follo wed by c o o m a s sie brillia ntblu e staining . Lan el,
conditio n ed m edia fro m s alin e-inje cted L E T Orats;1a n e2,
MCTlinjected L E T Drats;1an e3, Salin e･inje cted O L E T Fr ats;
a nd la n e4, M C T-inje cted OL E T Fr ats. (B)An alysis of
gelatin olytic activity of M M P
-2･ Ⅴalu e s aree XPre S Seda s n- fo1d
ofin cre a s e v s. saline,inje cted c o ntrol u m rats. □,62 k Da;
図 ,68 k Da;癒,72 k Da.
Fig. 7. En zymatic activtie s of M M P in the re n altis su e s･ In
situ dete ctio n m ethod of M M Pa ctivitie s w a spe rfor m ed o n
renal 也s s11 e S Obtain ed 丘
･
O m aM C rirje cted OLET Tr at at the
age of 50w e eks. Blu eflu o re sc e ntdepo sits(a rows)re sulting
fro m clea v age of M O C Ac
- rg-Pr o-Lys-Pr oてyトAla-Nv a
-Trp
-
Met- bs(Dnp)- N H2 W e reObse rv ed inthe m e sa ngialareas･ G,
Glo m e ru1 s. Scalebarin dic ate s20FJm .
M M P-2m R N A は, それぞれ15.8倍, 2.8倍, 1 8.1倍 , M T l-
M M Pm R N A は, 1.9倍, 1.1倍, 2.8倍 の 発現を認 め た . また
TI M P｣2mR N A は, それ ぞ れ1.4倍, 1.1倍 , 2.2倍, フ ァ イ ブ ロ







1 2 a 4
日M P･2 糾8bp･ 臓 緻
M Tl･M M P 398 bp･
TIM P･2 20¢bp･
F 抽ro n 桝畑n 294 bp･
G ÅP D H 3¢さbp･
型襲撃極細車車車疲
(a)M M P･2I G APD Hratio (b)M Tl･ M M P J 6 APDH ratio
(e)TIM ト2 /GÅPDH rat暮0
◆ + ● 十





(d)Fibr o n 桝オIn/ GAP DH ratlo
◆ ◆ ◆
●●lh●+ l忙T ●■】ln ● H C T
Fig. 8, Gene expr e s sio n of M M P-2, M T l- M M P, T I M P-2,
Bbro n ectio n, and G A P D Ha nalyzed by se miqtl antita iv eR TI
P C R. Total R N A fra ctions w e r eextracted fr o misolated
glo m e ru1i ine a chgro up ofr ats at the age of 50w e eks. 仏)
Agar o s egels sho w n a re r epr e s e ntative ofele ctrophoresis
血1lo wed by ethidiu mbro mide stain ing. k lel, Sdin e,irtiected
L E T Orats;1an e2, M CTlinjected L E T Orats;1a n e3, Sal in e-
ide cted O u 汀 Frats; aJld la n e4, M C T inje cted O L ET Frats.
Expe cted siz e of 疋トP CRprodu ctsis24 8 ba s epairs for rat
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考 察
今回の検討で は O u 汀F ラッ トに M C Tを投与 して血管内皮細
胞障害を惹起す る こ とによ り, メ サ ン ギウ ム 融解ならび に 結節
性病変を作製する試みを行っ た. その結果 , M C T投与O L 訂rF
ラ ッ トに は びま ん性糸球体硬化に加えて , メ サ ン ギ ウム 融 解を
伴うヒト糖尿病性腎症 の Ⅱ塾結節 に類似した病変 が認 め ら れ
た
.
と ころ で , Spr agu e>Da wleyラ ッ トに60mg/kgの M C Tを1
回注射す る こ と に よ り作製さ れ る M〔汀 腎症で は , メ サ ン ギ ウ
ム 融解の 乳 障害部 の修復と糸球体 の再構築が生 じ, 結節性硬
化という経過 は とらない ことが 菅田ら18) に より報告されて い る .
した が っ て , 今回 O L m､F ラッ ト に み られ た 結節類似病変 は ,
メ サ ン ギ ウ ム 融解後の修復過程に お い て糖尿病状態 が加 わ る こ
と によ り異なる形態をとっ た こ と が推測 された. 但 し, 今 回作
製した結節性病変 は組織学的 に ヒ ト糖尿病性腎症 に み ら れ るⅠⅠ
型結節8)9)に 類似 して い る が , 層 状構造が不鮮明で あり必ず し
も同 一 で は な い . 同様 に , S H R/N- Cp ラ ッ ト , KK マ ウ ス ,
NZ Oマ ウス な ど他 の 糖尿病性腎症 の モ デ ル 動 物 に認 め られ る
結節性病変も ヒ ト糖尿病性腎症 の結節性病変 と は異なる とされ
て お り25), 年余の 経過を経 て , 繰 り返して形成さ れ る ヒ ト糖尿
病性腎症の 結節性病変 と同 一 の 病変を動物 モ デ ル に お い て短期
に作製する ことは 困難 と考え られ た.
こ の ようなE C M代謝 に関与す る と考えら れ て い る M M P-2
は! 今回免疫染色 に よ り増生した メ サ ン ギ ウ ム 領域を中心 に局
在 し, M C T投与O L m ラッ トで は係蹄上皮細胞 にも認め ら れ
た
.
こ れ まで Le n zら 狗 は培 養実験 で主 として メサ ン ギ ウム 細
胞 が M M P-2を産生 して い る が , 糸球体上 皮細胞 , 内皮細胞 に
も M M P-2 の産生 が 認 め ら れ る こ と を報告 して お り , Su z uki
ら2乃は ヒ ト糖尿病性腎症 の組織内 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン で ,
メ サ ン ギ ウム 細胞, 糸球体 上皮細胞, 糸球体内皮細胞 , ボ ウ マ
ン 葉上 皮細胞の M M P-2発現 を報告して い る . よ っ て 今回 の 成
績も これ ら の 報告 に 一 致す るも の と考えられ る.
さ らに今回 の 検討 に よ り, O L E T F ラッ トで は 糸球体硬化性
病変 の増加 に伴 っ て M M P-2 の遺伝子発現 と , ザ イ モ グ ラム で
示 さ れ る酵素活性 が充進して お り, M C Tの 投 与 に よ っ て こ れ
ら は さ ら に克進す る こ と が 判明した. これまで の 高糖濃度下 で
の 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の M M P-2産 生と酵素活性 に関す る検
討 で は , 克進
2さ)
, 抑制
盟)ある い は 不変30)と , 糖濃度や 培養期間
に よ り成繚が異な る が , こ れ は 高糖状態 の み で は 必ず しも
M M P-2 の発現 が 刺激 さ れ な い こ と を示 して い る . これまで 糖
尿病性腎症 の 進展 に はT G FLβ
31)
, P D G F
32)
, I G F■1
33)
, 上 皮成長
因子 (epide r malgr o wth facto r)
34)など種 々 の サイ ト カイ ン , 増
殖 因子 が 関与す る こ と が 知 ら れ て い る . こ れ ら の 因子 に よ る
M M PL2誘導の 可 能性 に関して , M M P-2 はT G F- βに よ っ て発現
が誘導され る こ とが 知られ て い る35). T G Fβは糖尿病性腎症 の
進展 に中心的な役割を果 た して お り, 今 回検討 した O L E T F ラ
ッ ト11)の他 , ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 誘発糖尿病 ラ ッ ト36), 糖尿病
B B ラッ ト37), N O Dマ ウス
37)な ど の モ デ ル 動物 の 腎皮質や単離
糸球体 で は T G F- βの 発現 が 糖尿病発症初期 か ら増強 して い る
こ と が 報告されて い る. ヒ ト糖尿病性腎症 でもTGF- βが 過剰
に発現, 産生さ れ て い る こ とが 報告さ れて お り38), この よう な
T G FIP の高発現 が M M P-2の 発現刺激 と な っ た可 能性が推測 さ
れ る. さら に, M M P-2 の発現 は細胞基質間接着 や細胞間接着
に よ っ ても影響を受ける こ とが 報告さ れ て い る
39)
. これ まで の
糖尿病動物モ デ ル に お け る M M PL2 の検討で は , Re ckelhoffら
40)
が8週齢 の ス ト レプ ト ゾ トシ ン 誘発糖尿病 ラ ッ トの 単離糸球体
で M MP･2の 酵素活性 が低下 して い る こ と を報告 して い る が ,
短期の 観察の た め メ サ ン ギ ウ ム 基質の増加 は み られ て い な い .
一 方 , 今 回 の 検討 で は , 糸球 体硬化性病変 の 増加 に伴 っ て
M MP12の 発現 が充進 して お り, 免疫染色でも E C M の増生部位
を中心 に M M P-2 の局在を認 め た こ と よ り, 増 加 した E C M が
M M P-2の 発現を誘導した可能性も推測され る . こ の M M P-2発
現 の意義に つ い て は ! 抗 ¶lyl.1腎炎の慢性期 の モ デ ル で は 硬
化糸球体の修復過程 に お い て M M P-2の 発現 が 刺激され て い る
こ と が 報告され て お り4 1), M M P-2 が糖尿病性腎症 の糸球体硬
化 の 過程 で , 増生 した E C M の分解 に関与して い る ことが 示唆
さ れた .
と こ ろ で , Lo v et ら
42)は抗 T hyl.1腎炎 の 免疫電顕観察で
糖尿病性腎症に お ける M M P-2, M Tl-M M P発現
MM P-2 が メ サン ギ ウム 融解と G B M の断裂部 に存在す る こ とも
示して お り, 糖尿病性腎症の ⅠⅠ型結節が メ サ ン ギ ウ ム融解 を介
して形成 さ れ る 過程 で は , 局所的 に 発現 し た M MP-2 がメ サ ン
ギ ウ ム の 脆 弱化 に関与 して い る可能性も考えら れ る ･ しか し,
免疫染色で は プロ ペ プチ ド領域を認識す る抗体を用い て い る た
め , 潜在型 MM P-2 と活性型 M M Pq2の両 者を検出 して い る ･ 加
えて 生体 にお ける M M P の活性発現 は産生 , 潜在型 M M Pの 活
性化, ¶ M P な どの イ ン ヒ ビタ
ー に よ る 活性型 M M Pの 阻害の 3
段階で調節 されて い る . した が っ て , 生体 内で の M M Pの 機能
の 解析 に は , 活性 型酵素と内因性阻害国子 の バ ラ ン ス に よ っ て
決ま る組織局所 の M M P活性を直接観察 できる組織内酵素活性
検出法
2)43)に より , 組 織上で の M M Pの 酵素活性 の 局在を確認
する こ と が 必要 と考えら れ , 今回合成基質を用 い て検討した ･
こ れ に より MC T投与 O LE T F ラッ トの メ サ ン ギ ウ ム 領域に お い
て M M Pの 酵素活性を確認 した .
こ の M MP-2の 活性化 に関 して , M T l･M M P の発現を検討 し
たが , 免疫染色で は M T l- M M P は増生 し た メ サ ン ギ ウム 領域と
係蹄上皮細胞 に認 め られ , こ れ ら は M MP-2の 局在に
一 致 して
い た . Ka z e sら
44)は 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞が M Tl-M M P を産生
する こ と を報告 し, Haya shi ら
45)
は抗T hyl.1腎炎の 組織内 ハ イ
プリ ダイゼ ー シ ョ ン で MT l-M M Pの 発現 が メ サ ン ギウ ム領域 に
認め られ た こ とを報告 して い る. しか し, 現在 の と こ ろ糸球体
上皮細胞が M T l-M M Pを産生す る こ と は確認 されて お ら ず, 今
後培養実験や組織内 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン , 免疫電顕観察な
どでそ の 局在を より明 らか とす る こ と が必要と考えら れ た. 今
回の O LE T F ラッ トの M Tl-M M Pの 遺伝子発現は対照 ラ ッ トと
同程度 であっ た が , M C T投与 に よりそ の 発現 は O L E T F ラッ ト
で より増加を示 した . こ の M T l-M MP の遺伝子な らび に増生 し
た メ サ ン ギ ウ ム 領域 で の 発現増加 は , M M P-2の 産生発現 と対
応 し, 組織修復 へ 関与 して い る 可能性 が示唆 され た ･ さ ら に,
糖尿病性腎症で は Ⅰ型, Ⅲ型膠原線推 な ど の 問質型膠原線維が
メ サ ン ギ ウ ム 領域 に増加す る こ と が 知 られ て い る
3)12)が , MT l-
M M P は そ れ自身で こ れ ら の 問質塑膠原線維 の 分解能 を有 し て
おり4 6), 糖 尿病性腎症 の 糸球体 E C M代謝 に, M M P-2活性化を
介す る他 に直接関与 して い る 可能性も推測さ れ た .
とこ ろ で MM P-2の 活性を制御する因子 と して , こ れま で述
べ て きた M M P-2の 産生 や潜在型 M M P-2の 活性化 に加え, そ の
阻害作用 を有す る Ⅵ M Pの 関与も重要と考えら れ る . ¶ M P は4
種類の 分子種 汀I M P-1, 2, 3, 4) か ら構成 さ れ, い ずれ も分泌型
M M P と1:1の 複合体を形成 し てそ の 活性を阻害す るが , 特に
TI M P_2 が M M P-2活性 を 強く阻害す る こ と が 知 ら れ て い る
4 7)
.
加えて TIM P-2 は M Tl-M M P に よ る潜在型M M P-2の 活性化を介
在す る が , TI M P-2の 発現が 増強する と逆 に M T l-M MPの 触媒
活性を阻害 し潜在型 M M P-2の 活性化を二重 に阻止する役割も
果たす こ と が最近報告 さ れ て い る
48)
.
こ れ まで糖尿病性腎症 に
お い て は , M M P-2/TI M P-2比 の 低下 を示 し た報告 が多く
29)49)
,
E C M分解系の 抑制が推測 され てき た. しか し今回の 検討で は ,
M C T投与 に対 して O L E T F ラッ トで は L E T O ラッ トを 上 まわ る
TI M P-2の 発現増加を認め た もの の , そ の 増加 の 程度 は M MP-2
に比 して 軽度(M M P-2 18.1倍 , ¶M P-2 2.2倍) で あり, 組織内
酵素活性検出法 でも活性型 M M Pの 局 在が 確認 さ れ た こ と よ
り, 全体 と して 基質の 分解 へ 作用 して い る こ とが 推測 され た ･
今 回E C Mの 代表 と して 検討 した フ ァ イ ブ ロ ネク チ ン の 遺伝
子発現は , OL E T F ラッ トに お い て増加 して い た . 高 糖濃度下
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で は Ⅳ 型膠原線維 , フ ァ イ ブ ロ ネ ク テ ン , ラ ミ ニ ン な どの 産
生が遺伝子なら び に 蛋白レ ベ ル で 増加す る こと が 報告さ れ て い
る 50). ま た Ku shir oら12)は 間接蛍光抗体法 に よ る 観察 で ,
O L E T F ラッ トの メ サ ン ギ ウ ム 領域 に は , フ ァイ ブ ロ ネク チ ン ,
Ⅲ型, Ⅵ 型膠原線椎が増加 してい るが , 特に分節状の 硬化病変
部 に は著明なⅥ型膠原線維の 増加が認 め られ る こと を報告して
お り , これ は ヒ ト糖尿病性腎症 の Ⅱ 型結節 醐 と の 煩似性を推
測 さ せ る . Ⅵ 型膠原線椎 は生 体内 で腎糸球体や角膜 に存在し,
角膜で は M M P-2 が Ⅵ型膠原線維を分解す る こ とが 報告 され て
い る が 51), 糸球体内に お い て かか る Ⅵ型膠原線椎を基質とする
プ ロ テ ア ー ゼ は現在まで発見されておらず , 生体 内で分解 され
にく い ⅤⅠ型膠原線維が増加する ことが , 結 節性硬化 の形成 に
関与して い る可能性 が推測さ れ る . また , M ottら
52)はA G E化
さ れ たⅠⅤ型膠原線維が M M P-3や M M P-9 により分解され にく
くなる こ と を報告して お り, 糖尿 病性腎症 の糸球体硬化 に は,
E C Mの 産生先進の み な らず A G Eな ど に より修飾さ れたE C M
の 分解能 の 低下 も関与 して い る と考え られ る.
最後に糖尿病性腎症に関す る今回の 成績なら び に これ まで の
報 告をま とめ る と , E C M分解系に関 して多く の 報告 は, 糸球
体 で の M M Pの 発現低下とTI M Pの 発現克進が E C M分解系を抑
制 し, 糖尿病性腎症 に お けるE C M蓄積の
一 因 とな っ て い る可
能性を指摘 して きた. しか し, 今 回の検討 に より試験管内に お
け る成績 に加えて , 糸球体上 で の M M P活性 が確認さ れ た こ と
か ら , T IM P によ る 阻害を上ま わ る M M P活性 の 存在 が示さ れ
た . よ っ て糖尿柄性腎症に お い て は , こ の よ う な EC M分解系
を上 まわる E C M産生 糸 の 量的な ら び に質的変化 に よ り, 結果
と して 硬化性病変 が増加す る 可 能性 が示唆 さ れ た . 実際 ,
Fior etto ら
53)は膵 移植 に より, 糖尿病性腎症の び ま ん性病変 と
Ⅰ型 の 結節性病変が改善 した こ とを報告して お り, そ の 修復過
程 に お い て M M P-2 お よびM T l-M M P が重要 な役割を果 た し て
い る と推測 され る .
結 論
自然発症イ ン ス リ ン非依存型糖尿病 モ デ ル で あ る O L E T F ラ
ッ トの 糸球体硬化な ら び に血 管内皮細胞障害時 にお ける 糸球体
内 M MP-2 お よ び M T l-M M Pの 発現 を検討 し, 以下 の 成績を得
た.
1. O LE T F ラッ トで はL ETO ラ ッ ト に比 し尿 ア ル ブ ミ ン排泄
量 の 増加 を認め た .
2. O L E T F ラッ トで は メ サ ン ギ ウ ム 基 質の 増 生が LE T Oラ ッ
トに 比 し増加 し て おF), M C T投与 に よ り メ サ ン ギ ウ ム 融 解と
糸球体係蹄内皮細胞の 施大を認 め , -一 部 の 糸球体に は結節類似
病変を認 めた .
3. O LE TFラ ッ トの M M P-2 お よ び M T l- M MP蛋白の 発現 は,
メ サ ン ギ ウ ム 基質増 生部 の メ サ ン ギ ウ ム 細胞 を中心 に認め , メ
サ ン ギ ウム 基質の 増生 が 高度 の 糸球体 でそ の 発現が 増強 して い
た. さ ら に, O L E T F ラッ トで は M CT投与 に より係蹄上皮細胞
にも M M P-2, M T l-M M Pの 発現を認め た.
4. 糸球体培養上清中 に はM MP-2 が分泌 さ れ てお り, こ れ は
ザ イ モ グ ラ ム に お い て62k Daで 確認 され るよ うに 一 部は括性化
さ れ て い た . O L E T F ラッ トにお い て こ の 活性型 M M P-2の 酵素
活性の 増加を認 め , これ は M C T投与 に よ る 血管内皮細胞障害
が加わ る こと によ りさら に増加 して お り, 組織 内酵素活性検出
法で は メ サ ン ギ ウ ム 領域 にその 酵素活性を認め た.
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5. O L E T F ラッ トに お い て は糸球体で の M M P-2, M Tl-M M P,
TI M P-2, お よ び フ ァ イ ブ ロ ネク テ ン の 遺伝子発現 が い ず れ も
増加 して お り, M CT投与 に よ り こ れ ら は さ ら に増加 した が ,
なか で もM M P-2の 発現が 18.1倍 と より克進 して い た .
以 上 の 結果 より, 糖尿病性腎症の 糸球体硬化の 進展過程な ら
び に血管内皮細胞 の 障害時 に糸球体 にお い て , E C M増生 に 一
致 し て M M P-2, M T l-M M Pの 産生およ び M MP-2の 活性化が冗
逸 して い る こ とが 示 され , 硬化性病変の 修復機序 に関与 して い
る こ と が示唆され た .
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m e tallopro teina se, nOdularlesion
Abstra ct
To clarifythe role of rnatrix m e talloprotein ase(M M P)in the scle rotic proc es s and■e ndothelialcell injury in diabetic
n ephropathy, th is studyfocus ed on the glo m e rular e xpre ssion and e nzym atic a ctivity ofM M P-2 and m e mbr a n e-ty Pel m atrix
m eta1loproteinase(M T l- M M P), Which activate speci 丘c ally pr oM M P-2,inthe Ots uka Long-Evans Tokushim aFatty(OL ETF)
rat, a m Odel ofspo ntan eo usnon -ins ulin -dependentdiabetes melitus･ M ono c r o talin e(M CT)(3 0mg/kg body w eight)or only
Salin e w er lIt)e Cted subcut a neo u sly 3times e ve ry 4 w eeksin 36- W e ek- OldOL E T Frats and controI Long-Eva ns Tokushim a
Ots uka(L E TO)rats･ Urinary al bumin ex cr e tion significan tly in crea sedin both O L E T Fratside cted with or witho ut MCT
C OmPared withthe contr oI L E TO rats･ Mesa ngial m atrix expansion als o slgni 丘c antlyin cre as ed in OL E T Fratsc o mpar ed with
the co ntroI L E T Orats･In addit on, m e Sangi01ysis a nd difFuse glom erulosclero sis asso ciated with nodular me s a ngialexpansion
r es em bling hu m an dia betic n odularlesions w er e obse rved onlyin MCT一 両e cted OL E T Frats. Unde rim m u n ohisto che mical
an alysis, MM P-2 and M Tl- M M Pproteins were dete ctedin the m e s angialcells of the e xpa nded m esa ngialareasin O L E T F
rats, and also in the glom er ular vis ceral epithelial c ellsin MCT-injected O L E T Fr ats. Gelatin zym ography re ve aled
gelatin olyticbands at62 k Da, a SW ella s68･a nd 7 2 k Dainthe c ulturedsupe rn atntS Ofisolated glom e ruli･ T he activated for m
Of M M P～2(62 k Da)incr ea sed 2･3-fold in M C T一叫 e cted L E T Orats, 4.8-fold in salin e-ir函Cted O L E TF rats, a nd 5.5qfbld in
M C T-idect ed OL E T Fratsco mpar ed with c ontroIsalin e一 明 e Cted LET Orats. Me thods allow lng ln Situ detectio n of M M P
activitie s, Sho w ed en zym atic activities inthe m e sa ngial a re a sin aM C T-inJe Cted OL E T Frat･ To in ve stigate the ge n e
e xpression of M M P-2, M T l- M MP, tiss u einhibitor of metalloprot einas e(T I M P)-2 and 丘bron e ctin , tOtal R N Aw as e xtracted
fro misolated glo m er uliand analyz ed by reve rse tr anS Criptio n-PCR ･ M M P-2 and M T ト M M Pm esse nge rR N A in c r e a s ed 15.8-
foldand l･9-fbld in M C T-iI可e cted L E TO rats, 2･8-fbldand l.1-fbld in saline -1rUe Cted O L E T Frats, a nd 18.1-fblda nd 2.8-fbld
in M C T-inje cted OL ET Frats c o mpar ed with controIs alin el lt7e Cted L E TO rats. T helev el of TI M P-2 and 艮bron ectin mRNA
als oin c r eas ed l･4-fbldand 2･2-fold in M CT-ipjected L E TO rats, 1･1qfolda nd 2.2-fold in salin e-1qe Cted O L E T Frats, and 2.2-
fold and 3･0-fbldin M C T-inje cted O L ETFrats c ompar ed with c o ntroIsal in e-1q e Cted L E TO rats. T hese observa tionsindic ate
that M M P-2 and M T l- M M Pareproduc ed and activated in glom e ruli throughthe progre s sion of diabetic glo m erulosclerosi
and e ndothelial cell inju ry, a nd that the alte ration of M M P, T I M Pand E C Mcompo n e nts play a nim porta nt r olein the
rem odelingpro c e s s ofglom e ru1ar m atrixin diabetic n ephropathy･
